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@ Aufreinigende Probentrager fur die MALDI-Massenspektrometrie 
. ® Die Erfindung betrifft Probentrager fur die massan- 
spektrometrische Analyse von grofcen Orgsnischen Mofe- 
kfllen, Verfahren zur Heratellung der Probentrager und 
Verfahren ?um Beladen der Probentrager mft Proben der • a 
Mofekule au$ vorwlegend wa&rigen L6sungen zusanv 
men mit Matrixsubstanz fur die lonisierung der Substan- 
zen durch matrix-unterstutzte Laserdesorption (MALDIJ. 
Die Erfindung besteht cfann, die vorgesehenen Auftra- 
gungsbereichefurdie LosungstrSpfcheh auf einer anaon- 
sten hydrophoben Probervtrageroberflache test mitdefi- 
nierten Mengen van lone naustauscher materia lien zu be- 
legen, Ofe lonenaustauschermateriaJren konnan sufpofy- 
mcrisiert oder aufgeklefot werden; &ib sind naturgegeban 
hydrophif und dienen den Probentropfcnen els Anker fur,. 
• da$ Aufsrtzen auf dam Probentrager und fur die Kriatalli- . 
sation wahrend des Trocknungsvorganges. Sie entziehen 
dam eintrocknenden Lflsungstropfen all© fur den MALOI- ■* 
Prozeas schadfichen Metallionen und lassen sich durch 
- Waschen m definierten Puffef losungen fu r di e Wfederver- 
* wendung regenerieren. 
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Die Erfindung betbflft Probeotrager filr die masseuspek- 
tromeirfsehe Analyse von groRen OTga.ni when .Mnlekiilen, 
' Verfahren zur Hcistellung der Probcntrager und Verfahren 
zum Beladen dcr Prohentrager mit Probcn .der MolektJle aus 
vorwiegend wa&rigen Losungcn zusammen mit Matrixsub- 
stanz filr die Ionisierung dej Substanzcn durcb matrix- urilcr- 
stutzte Lascrdesorpiion (MALDI). 

Dk Brandling be^tcbt darin, die vorgeschenen Auftra- 
gungsbereicbe fur die Losungstropfchen auf einer an sons ten 
bydrophoben ProbentrSgcaroberflache fest mit defimerten 
Menken von Jonenaustauscherrnateri alien zu belegen. Die 
IonenaustaikscberniateriaJJen konnen aufpolyrnerisiert oder 
aufgeklebt werden; sic sind naturgegeben hydrophfl und 
dienen den Probentropfchen als Anker fur das Aufsitzen auf 
dem Probentrager Und fUr die Kristattisaiion wahrend des 
Troclcnungsvorgaftgcs. Sic entzicben dem cintrocknetidca 
Losungstropfen alle filr deo MAIDI-Prosess schadlic.ben 
Metalbonen und lassen sich durch Wascbcn in defintertcn 
Puffcrlbsungen fur die Wiedexverwendung regeneriercn. 

Stand derTechnik 



15 



davon ist das Aufpipetticren einer Ltfsung mjt Analyt und 
Matrix auf eincn gereinigteh, mctallischcn Probentrager. 
.t>ErLosungstxopfen biider auf der Meialloberfiache eirjc Be- 
rt etzungsf) ache, demn GroBe auf rein hydrophilen Oberfla- 
chen einem Mehrfachen eines Tropfendurchtticssers ent- 
spricht, und von der Hydrophil.ii.at der MetaUobcrflache uod 
den Eigenscbaftcn des Trapfcbens, insbesondcre des Ltt- 
sungsmittels, abhSngL Es biJclet sich dabei nach dern Aiuf- 
rrocknen der Ltfsung ein Probenfleck aus kleinen Matrixfcri- 
stallehcn in der Grofle dieser Benetzungsflache, wobei sich 
in der Regel aber keine glcichmaBige Belegung der Berict- 
zungsflaehc zeigt. Die Kristalkhen der Matrix beginners in 
wk'Brigeri L&sungcn in der Regel am Rand der Benettiing 
dcr Metallplattc mit dem Probentropfchen zu wachsen, .fiie 
wacbsen zum Inneren dcr Benetzungsflachc him Haufig bil- 
den sie strahJenartige Krisialle, wie zum Beispiel bej 5-£>i- 
hydroxybenzoesaure oder 3-Hydroxyr/icolmsaure, die sich 
zum Inneren des Flecks bin oft von dcr Tragcrplatto abhe- 
ben, Das Zehtrum des Flecks ist hauftg leer oder mil fciifen 
Kristallchen bedecks die aber oft wegen ihrer hoben Kdn- 
zcnlralion an Alkalisalzen kaum fiir dicMALDI-Ionisieruhg 
brauebbar sind. Die Beladung mil AnalytmolekWcn ist sChr 
ungletcbmaBig. Diese Bclcgungsart erfordcrt daher wSlirctid 



der MALDMonisierutlg cine visuelle Betrachtung der Pro- 
RJr die Analyse von grofien organisehen Molekulen, wie 35 benlragerobcyflkehe durcb eio Vidconiikroskop. das an allfcn 



beispiclyweisedeticn der KunststorJc oder Biopolym ere, bat 
sich die Masscnspektrometric mit Ionisierung durcb macrjx- 
unTCrstutzte Lascrdesorptioo und Ionisierung (MALDI = 
Matrix-Assisted Laser Desorption and Ionization) als ein 
Staadaidverfahren elabliert. Moist werdeo dazu Rugzetf- 30 
massenspektromcter (TOP-MS - Hme-Of-Right Mas* 
Specrrojrjewx) verweodet, cs konnen hier aber auch Ionen- 
zyklotron-Resonanzspektrometcr (FT-ICR = Fourier-Trans- 
form Ion Cyclotron Resonance) oder Hochfrequenz-Qua- 
drur^l-IonenfaUenmassenspektromeler G^urz: lorjcnfallen) 
eingesetzt werden. Im fblgenden WCxden die grofien Mole- 
kule f die imtersucbt werden sollen, einfach "Analytmole- 
kQle ,, geoannt. Die Analyrmolckiile beftnden sich in allex 
Regel sehr verdunnt in wMBriger Losuog, rein oder ver* 
mischt m it organischen LSsungsmirxeln. 40 

Unter "Biopolymeren" sollen hier besondcrs die OHgonu- 
kieotjde(also das Gcr^material in seine o vcrschiedenen Aus- 
fonriungen wie DNA oder KNA), Polysaccbaride und Pro^ 
teine (also die wesentlichen Bausteioe der lebenden Welc) 



kommerztcll hergestellten Massenspektromeicrn fux diese 
Art von Analysen zu findcrj ist. IoDenausbcute und Masseh- 
auflGsung sebwanken im Probenfleck von Ort zu On. Es ist 
oft ein mtibsamer Vorgang, eine gunstige SreJJ.e des Proben* 
flecks mit guter Analytiooenausbeutc und guter Massanauf- 
Josung zu &nden, und nur Erfahrung und Ausprobieren hilff ' 
bierbishcr weiter, 

Bei anderen AuftragungsmethodCd ist die Matrixsubstanz 
bereits vor dem Aufbringen der Losungsmitteltrdpfchen, die 
nun. nur die Analytmojekule entbalten. auf dcr Iragerplaae 
vorhanden. 

• Es ist Run bcirn Antragsteller eine Metbode ent.wickclt 
%vorden, die mit sehr kleinen hvdropbileo Ankerbereicbcrj 
von elwa 200 bis 400 Mikrometer Durctatesscr in einer an- 
Sonsten hydrophoben Obcrflache zu sehr definicrtcn Kristal- 
lisjemngsbereicheu fuhrt (DE 197 54 978 Al). DieTropfcn 
werden durch die hydrophilerj Anker eingefangerj, und ge- 
nay auf diesen hydiipHJen An kern entsteben relariv dichte 
und gescblossene Kristallkon glomerate, Es konnte gezeigt 



verstanden werden, dnschiieBIjch ih«r besonderen Analoge 45 werden, da!3 sich entsprecbend dem verkleinerten Oberfla- 

und Konjugate, wie beispjelswcisc Glycoproreinc Oder Li- chenvcrbaltnis die Ndcbweisgrcnze fur AnalytinoIcktUe ver- 

poproteinc. bessert. Es kann dahcr bei der Probenaufbercitung mit klei- 

Die Auswahl der Mairixsubstanz fur MALDI hangt von ncren Anaiytmengeo und vcrdiJnnteren L^sungen gearbeitet 

der Art der Analytmolckule ab; es sind inzwischen weit Ober werden, ein Vbrfcil, der sich in besaer ablauibndcn bioche- 

hundert verschiedene Matrixsubstanzen bekannt geworden. so rnischen \brbereitungsscbritten niederschlagt undzu niedri- 

Dio in hohemtJbersebuR eingesetzten Matrixsubstanzen ha- gexen Kosten h&jm Cbcmikalicnverhrauch fuhrt. 

ben dabei unter anderem die Aufgabe. die AnalytmoJekOle Es soil hier unter einer "hydrophoben" Oberflache eine 

moglichst zu vereiqzeb und am Prohentrager anzubinden. benetzungsfeindlicbe und fKlssigkeitsabweisende Obcrfla- 
wahrend des Laserschusses durch Bildufig einer Dampf- 
wolke mogj^cbst ohnc ZerstoniDg der Analytmolekiile und 55 
moglichst ohnc Anlagejrung der MatrixmolekOle oder ande- 



rer Molckulc in die Gasph&sc zu iibertragen, und schlicftlich 
unter Protonierung oder Deprotonierung zo ionisieren. Fiir 
diese Aufgabe hat cs sich als gunstig erwicscn, die Analyt- 
molekiile in irgendeiner Art einzeln in die Kristalle der Ma- 
trixsubstanzen bei dcren Kristallisation oder zumindest fein- 
verteilt in die Grenzflachenbercichc 2wischen den KristSll- 
chen einzubauen. £s scheint dabei wesentUcb zv scin f die 
AnalytmolekuJe voneinander zu trennen, also keine Cluster 
von AnalytmolckiSlcti in der aufgetragenen Probe zuzulas- 
sen. 

Fu> das Auflragcn von Analyt und Matrix sind eine Reibe 
verscbiedener Mcthoden bekannt geworden. Die cinfachste 
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chc fiir die bermtzte Probcnfliissigkeit verstanden werden t 
auch wenn es sich dabei nicht urn eine wafirige Probcnld- 
sung bandeln sollte. Im Falle einer oligeo Probcalosung soil 
es sich also cntsprechend um eine Upophobe Oberflache 
handeln. In der Regel IGseo sieb jedoch die BiomolekaJe am 
bestcn in Wasser. mancbmal unter 2ugabe von organiscbea 
wassexlOslichen L5sungsmirteln wic Alkoholen oder Aceto- 
nitxil. 

Entsprechend soil unter einer "hydropbilen'* Flache eine 
benetTajngs&eundliche Flache filr die Art. der henutztcn Pro- 
benflussigkeit. gemeint sein, auch wenn es sich dabei nicht 
am cine wa'Grjge Losung handeb sollte. 

Die HydrophobizitaL kann ira Prinzip aus dem Anstell- 
winkel ermittelt werden.. den die Flttssigkeit unter nonm'cr- 
ten Bedingungen am Rande dcr Benetzungsflache mit der 
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fcsten Oberflacbe ausbildcL Far Trtipfchen auf einer starve 
hydrophoben Oberflaghe gibt es aber deo Fall, dafi sich 
iiberhaupt Tceine Benetzungsnsche ausbildct und es daher 
aucb kcineTi Anstellwinkel gihi; wie es zum Bcispiel fur 
Quecksilbertrop.fchen auf ejner Glas- oder Holzplatte zu fin- " 
den 1st. 

Die Kiista,llkoi]g]omera,te ? die sicb auf den hydrophileci 
Ankerflacben bilden, zeigen einefeinkristalline Struktu^cfie 
gtlnstig fur den MALDI-Prozess ist. Die Strukiur wird umso 
fciner, je scbacllcr dec Trocknungsvorgang ist 

Bs ergeben sich jedoch aucb Nachteile aus dieser Me- 
tbodc. Dcr MALDl-FrozeB wird durch die Anwcsenheit von 
Metallibneri, insbesondere von AlkaMonen, erheblich ' ge- 
Slxiri, und Alkaliionen bilden Zusatzlich hSung Addukte 



Arbeit, erfordcrn und einer Automausierung im Wege ste- 
hen, 

Aueh die Verwenduog von Nafioo® (Du Pont), cinem 
Mernbranpolymer auf rter Basis von PolyO^erfluoraikylen)- 
5 Sulfopsa'urc* das sich aus einer Losung als Mernbran auf 
OberflScben aufbringen lafit, ist fur die Aufreinigung von 
MALDI-Proben auf dcrn Probentrtigcr bckanm geworden. 
. Ionenaustauscher werden in groBerem MaBstab indu- 
stries bergestellt, und in Form von Teilchcnpulve.ro Oder - 
10 schoticm ausgesuchter GroBen und Fbrmen in den Handel 
gebrachL Handclsnarnen stndbeispielsweise Pcrmutit®, Do- 
wex® Wofatit* Oder Sephadcx®. 

Kationenaustauscber fUr die Bindung von mctalliscben 
Ionen enthalten an inneren oder auBeren Oberflacben viele 
wcchselnder Grofie mit den Analytmolekulca die eine ge- 15 negativ-toaische Gruppen wie bcispielsweise Sulfbnsaure- 
riflue Massenet itn™™ v^rhi^Hftm ™* ir rt «»^i«*«« ^ • gruppen o'0 3 ". die positive lonen ZU binden verrnogeo. Sie 

werden gewohnlich in . protonicrter Form eingestxt, das 
heiSt, Begins dcr Ausfauscbcrtatigkcit sind die negative?) 
Ionengrupperj durch HMonen abgesattigt. Diese Protonen 
20 werden durcb positive Metallioncn crsetzt, die einc hob ere 
Affinitat zu den negativen lonen des Austauschers besjtzen. 
Dabei werden die Wasserstbfnonen (Protonen) an die umge- 
beodc Flussigkeit abgegeben, die daber durcb Ansteigen der 
_ , Protoucnkonzentration irnmer saurer wird. Stark same L6- 

KrislaUen aus Matrix* ubstan* und Analyunolckiilen heraus- Z3 sungen verhindern jedoch Trocknung imd gute Kristalljsa- 
gehalten werden, sie wurden baufig in der Nditti?. des Flecks Uod. Es ist daher mit Brfolg versucht worden, nkht proto- 
abge-lagcrt und durcb Fokussierung des Laserstrahles auf nierte Ionenaustauscher zu verwendcu, sondern uiindestcns 
den Rand des Redes auBerbaJb des MALDI-CJeschehens ge- teilsweise durch ArnmoDiuniionen (NH**) be].egte Austan- 
Iassfi n, schcr. Zumindest die besonders fur den MALD^.Ptozess 

Bei der neuen Aufbringungsmetbode mit verdunnteren 30 scbadlicberj Alkaliionen haben eine habere Affinitat zurn 



naue Massenbcstimmung vexhindcrn. Die Kon2cntration an 
Alkaliionen in der Probelosung ist durch vorhergeheDde 
Roinigungsschrittc durcbaus sclir nicdirig, aber trptzdem sto- 
rend. Trotz dcr Reinigungsscbritte ist bei verdunnteren Ana- 
lytktarjzentrationen dje Zahl der AlkaUibncn zu den Analyt- 
molekiilen im allgcmeinen in ungtinstiger \\feise h6bex als 
bei konzentrierrcren Losungen. Bei den bishexigen. rclaliv 
konzentriert benutzten Probenlfisungen konnren zudem die 
Alkaliionen dutrch den Kristallisierungsvorgang aus den 



Losungen auf schr kleinen hydrophilen Ankem tntt das Pro- 
blent mit Alkaliionen in den Vordergruod. Manchmal ge-. 
liogt es, durch Langsames Trocknen der ProbenlosungstrGpf- 
chen die Alkaliionen durcb spate Auskristallisation bevor- 
?ugt auf der Oberflacbe des Kristallkon glomerats abzula- 
gertu wodurch sich die Alkaliionen durch cmige vorausge- 
hende Laserscbu"$9C abtragen lassen. Das langsame Trock- 
nen fuhrt jedoch andcrerseils wiedejrum zu cinem grobkoxni- 
geren Kristallkonglomerat, was fiir die MALDI-Ionisierung 
von schweren Analytmolckulen nicht so gtlosiig isL 
. Die resrlose Entfernung al).er Alkaliionen aus der Probe- 
Ifisurig ist ganz grundsStzlicb auBerordentlich schwierig. Da 
die Alkaliionen ubiqui^ar sind, geraten sie lejebt bei jedem 
Pipettierscbritt bei jedem Probenauftrag, ja selbst bei Ste- 
benlassen der Probcldsungen wieder ijo die Losungen bin- 
ein, entweder aus der Umgebnngsluft (besonders ubcr win- 
zige Scbwebetcilchcn, wie sie beispjejsweisc im Sgaretten- 
raucb enthaltcn sind) oder durch Diffusion aus den Ge&B- 
Wandcn. Zwar sind GefaBe aus Glas mzwischen aus den be- 



Austauscher. als AmnKsniumioneti und verdrangen daher 
diese von ihrcn Platzen. 

Aufgabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, die stGrenden Metallio- 
ncn, insbesondere die Alkaliionen, in definierter und auto- 
matisierbarer Wexse moglicbst vollstandig aus dcr Probelo- 
sung zu entfemcn. Da ein TfeU der Alkaliionen vom Proben- 
tr^ger selbst in die Probelosung gcr&t, soil die Entfemung 
stattfinden, wiilirend sicb dcr Tropfen auf der Obcrflachc des • 
Tracers befiodet und cintrocknet. 

Erfi ndungsgedanke 

Es £st der Grundgcdanbe der Erfindung, die Oberflacbe ei- 
nes ansonsien hydrophoben ProbentrSgers mit kleinen hy- 
drophilen Bclegangsbereicben als Anker fur die Probetrttp- 
chen zu verseben. wie schon boim AntragsteUer methodisch 
trefTehdeo Laboratorien verbannt aber aueh Kunststoffge- so entwickclt, aber nunmehr die hydrophilen Ankerbereiche 
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faffe enthalten Alkali er) betrachtlicbex Menge. Eine der 
Quellen fur Alkaliionen ist der metalliscbe Probentragcr 
selbst, bei dem trotz extrern guten Waschcns immex wieder 
Alkaliionen aus dem Innereo des I>Sgers an die Obcrflache 
diflfundieren. 

Leidcr wirken die Alkaliionert umso st^render, je welter 
man an die Nachwcisgrenzc f£3r die Analytcn hcrangcht. 

Es ist aus verechiedenen Quellen bekannt geworden, dad 
die Zugabe einigcr Brockchen oder Kugelcben aus Ioncn- 
austfluschermateiial zu dem TKJpfchen auf dem Probentra- 
ger eine Verbesserung der MALDI-Ergcbnissebringt Diese 
Zugabe ist aber schwierig, es gelingt kaum, defi nierte Mcn- 
gen.aufzubringen, Die dadurch entstehende unrcgclmaftige 
Form der OberflSche ist^rt die Beschleunigung dcr Ioncn, die 
eio bomogencs clcktrischcs .Fcld crfbrdcrt. Es ist. aueh der 
Vcrsuth gemacht worden, die Kilgelchen nach dent Eio- 
trockrten der Probelosung wieder abzukxatten. Allen dicscn 
MaBnahmen ist aber eigen, da3 sie viel geschiekfc-manuellc 
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kationenaustauscbend suszubilden. Das kann durch eine 
Oberflachenkonditionierung geschehen, die negativ gela- 
dene MokkuUgruppen, beispielsweise Sulfotisauregruppen 
(S<^""> oder Carbonsauregruppen (COCT), an die Oberfiache 
binder., oder aucb durch Aufbringen einer ionenaustauschen- 
den Scbicbt aus einer Losung, oder durch Aufpolymcrisic- 
ren oder Auflcleben einer Sebieht aus Ionenausuu$eberma- 
terial. Die Schichten konnen als Folien. als Metnbranen oder 
aber aueh als Belegungeo mit feinkttrnigem Pulver aus re- 
gehnaBig oder uriregelmaf3ig geformten Partikeln aufge- 
braclit werden. Sie konnen entweder sehr dOnn auf der 
Oberflacbe aufsitzen, oder aber aueh kleine Vertiefungen der 
Oherflache ausfUUen, um insgesami einen moglichst ebenen 
ProbcntrMgcr zu erhalten. 

le^onaustausebcrmaterial ist naturgcmaB sclar hydrepbil 
und kann daber hervorragend dazu verwendet werden. hy- 
drophile Ankerbereiche filr die ProbentrSpfcheo auf einer 
ansonsien hydrophoben Oberfiache zu bilden. 
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AIs Ionenaustauschermaterial kSnnen bei spiels weise 
Zcolithe vcrwendet warden. Dicse Aluminium sdlikatgerliste 
haben den VoneiL beim Troeknen nicbt zu schrumpfen. Ao- 
dererseits gehen *e Wasser oder andcre T.6RUngsrhi rtel m>r 
. sehr langsajn wieder ab, sie sind daherfur die Aufrcchter- 
baltung des Hochvakuums in der MA]J}1-Wnqucl!e nicbt. 
sonderlicb geeignet. Besscr geeigncf sind polymere Jonen- 
acsiauscher wic die oben berejls erwahnten koramerziell ei> 
haltlichen ProduJoe. meist auf dcr Basis sulfonierter Sryrol- 
Divinylbenol- oder Styrot-Aciykaure-CQpolymei^n, die 
nacb Regeneration mit leichten Sauren durch eine Viclzabl 
von HMohen neurralisiert sici<L aber bei \forhandcnscin von 
Metallionen diescsofortaufhehmen. undgegendicHMooen. 
austauschen. Dtcse porosen. polymercn Ionenaustauscher 
sind praktiscb unlcfelich. sie kornrneo in Form kleirer KU- 
gelchen oder auch als unregelrMfiig gefonnte Partikcl aus- 
gesicbter GroBcn in den Handet. 

Die Obcrsaticrung dcr Probcolosung durch die zusiitzli- 
chen fTMonen liiBt sich vefrnciden, indem die H*-Io'jie n zu- 
n&rhst in einer Arrmioniumsalzlosung durch Airunoniumio- 
nen (NH4*) ersetzt werden. Die sich "beim ProbenaufXrag in 
der Probeldsung anreichemden Ammoniumionen, dJe sich 
nsfch dem Ttocknen in den Kristallkonglomeraten wieder- 
finden, stolen den MALDI-ProzeB oicht, sie schcincn im 
Gegerjieil den MALDI-Provjeft gunsu'g zu becinflussen. 
• Da inanche IcKjenaustausehimnateriaUea in Htissigkeit 
quellen und beim TroekiJCn schrumpfen, kann es teicht pas- 
sieren, da3 aufliegende KxisraUe durch das Schrumpfen der 
Unterlage abgesprengt werden. Es ist dahcr eine Wettcrbil- 
dung desErflndungsgedankens, in die Schicht auslonenaus- 
tauschermaterial nicbtscbrurruprende Materialicn aU Gerust 
einzulagem, auf denen die Kristallkonglonicrate aufsitzen 
konnen. Besbndes geeignet dazu sind MetaUpartikelchcn, 
die auch cin gleichinfifJiges elektrisehes Potential vn der 
Oberflache schaffcn konnen, 

Beobacbtet man unter dem Mikroskop cin trocjfcoendcs 
lYopfchen, so siebt man izn Tropfchen eine extrcm starke 
Venvirbclung, die durch die unregelrnaBigen \brgange des 
Wairnenachschubs und der Vcrdunsrung erzeugt werden, 
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bydrophilen, ioncnaustauscbende Ankerbcreiche (2), 
auch wenn die Pipctteospitzcn (4) nichr genau iibcr 
• dem Ankerbereich (2) stcben, und bemetzen dor* den 
ProhenrrSger (1). 

(b) Die Kpetienspitzen (4) sind abgeboben, die Tropf- 
chen (3) haben die Form von KugeLn angenommen und 
steben genau tiber iliren hydrophilcn, ionenaustau- 
schenden Ankerberetchcn <2). Das Eintrockncn der 
Probetropfchen (3) fuhrt zu einer starken Verwirbeiung 
dcr Htfcsigkck im Tropfchcn, die die Alkaliionep zum 
Iooenaustauscher fuhrt. wosiefefiigehalien und so dem 
Plusstgkcitsbopfcben cntzogen werden. 

(c) Die Probentrdpfchen sind eingeirocknct und hbi- 
rerlassen kieine. oionolitbischc BlocJce (fi) genauer 
Ortsbegrenzung mit mikrokristaHinem Gcfuge auf den 
hydrophilcn, ionenaustauschenden Bcreichen (2) des 
Probentrilgers (1). Die AJ.kaliiOnca sind den KrisjraUen 
entaogen, ideal fur den nflcbfolgcndcn MALDI-Pro- 
zefi. ' 



Besondcrs gunstige Ausiubrungsformcn 

Die Oberfiachen normalcrweise verwendeier fur 
MALDI-Robcn vcrwendeter mefalUscher Probentra'ge. 1 sind 
2S in der Rcgd von Nutur aus leicbt bydrophil gegenubcr den 
w&firigen Probenldsungen, ein IVobenrrdpfchet) flieBt nor- 
malerweise etwas auseinandcx. Die Hydrophilitlt wird 
durcb die Hydro* ygruppen erzeugt, die sich unter der Ein- 
wirkung von feuchtcr Luft auf jedem MetaU ( s <»elbs) auf 
Edelraetallen) bilden, 

Es ist aus GrUnden einfacher Herstellong durtjbaus 
zweckroailig, bei Probentr^gcm nach dieser Erfindun^ aus 
MetaEL oder meiaUisJertem Kunsistoff za blcibcn, jedoch die 
Oberflache hydrophob zu machen. Das kann beipielsvl'eise 
durch ejocn hauchdiinnen F bydrophoben Lack geschehen, 
oder abcr durch Aufldeben einer dunoen* hydrophobeo Fo- 
lic, beispielsweisc aus Teflon®. Es kann auch die Metall 
oberflache durch cine monomolekulare, chemise he \4ran- 
deningbydrophob gernacbf werden. beispielsweisc aus huo- 
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Das TV5pfcheh bleibt aucb bei seiner stilodigcn VerkleJoe- AO rierten ClS-Kctten, die tiber Scbwcfclbriicken ctierxriscA fi e 



rung weitei-hin fltissig, exst zuletzt fitidet cine fast scbUgar 
tig© Auskri/fsteJUisierung fitatt. D5© Verdunstung ist deswegen 
so unregelrnaBig. weU sie durcb Satti gungseffekte und Dich- 
teanderungen der 5u8crcn Luft auch aufcere Luftwirbel er- 
zeugt, die wiederum eine unregclmaBig iiber die TVopfcberj- 
oberfiache verteilte Verdunstung nach sich zieht. Diese 
starke Verwirbelung im Tropfcben ist in besonderem Mafle 
gecignet, die im Tropfchen vorhandenen AlkaHionen zum 
unteiliegendcn Ionenaustauscher zu ' transportierent durcb 
den hindurch notwendigcrweise auch der Warraeuachschub 
staftfindef. Eine aolch starke VerwirtieJ.wirjg ist bei eincm 
flach auf eine grOBere hydropbile H§chc aufgebrachten 
Tropfchen nicht zu bcobachten, die TVlrkung der ionenaus- 
tauschenden AnJkerti&clie ist daher tlberraschenderweise bei 
kleiner Ankerflilchc besonders wirksam. 

Bcschrcibung der Bildcr 

Fig. 1 zeigt eineFolge a, b und c von schematischen Dar- 
stellungen zum Aufbringen der Probentropfchen (3) auf den 
ProbentrSger (1) mit den bydropbilen, ioncnaustauschenden 
Bereicben (2) aus den Pipetlenspit2cn (4) einer Vielfachpi- 
pette (5) mil nacbfblgendem Einttocknen. 

(a) Die Pipcttcn haben die L<5sungstr5pfchcn (3) aus 
ihrer Spitze (4) ausgedrtickt, die Tropfchen (3) sind 
zwiscben Pipettenspitzer» (4) und Probentrager (Jl) 
plattgcdrGcki. Dadurch erreichen die Tropfchen ihre 



bunden werden, da dann eine gewisse elektrischc Lcirfahig- 
keit erhalten bleibt Es sind auch sear diinne Schicbten 1 aus 
fluorictter Keramik zur Hydropbobisierung bekannf gewor- 
den. Bs gibt jedocb Yiele andere, aquivalente Mcthoderl der 
45 Hydrophobic ierung, 2um Beispiel unter \ferwendung Von 
Silikonen. AlkylchJorsilanen oder zinnorganiscben Vbibin- 
dungen. 

Die hydrophiJen Ankerbcrciche fur die Probcntropfchen 
konnen auf viclczlci Wcise erzeugt werden. Ein Beispiel ist 
das Abdecken dcr gewunschten Ankerbcreiche vor der Hy- 
dropbobisierung mit einem abwaschbaren oder hydropr ilcn 
Lack. TJm gentigend kieine Punkte zu errjalten, kann der 
Decldack in Form kleinster Tropfchen mit einer piezobetrie- 
benen Iropfchenpipette nacb Art. der Tintcnstrahl-Druiker 
aufgeschossen werden. Es ist damit cine auBerordentlich 
gute Onsprazion der Lackpunkte erreichbax Nacb der ky- 
drophobisierung konnen die Lackpunkte einfacfa abgcjwa- 
Rcbcn werden. Die hydrophilcn Ankerbereiche konnen iber 
aucb in sehr einfacber Weisc durch Zersforung der byiro- 
phoben Scbicht erzeugt werden. Das kann durch Aufdruk- 
ken (beipielsweise wieder nach Art der Untenstrahl-Diuk- 
ker) von cbenusch veriindemden oder eozymatisch abt au- 
enden SubstanzKtaungen geschehen. durch ZerstQren mit 
glUbcndcn Brennspitzen, aber aucb durch Abladon von 
Obcrflachcnmatcrial, bcispjeisweisc durch Funkcncronon 
oder LaserbeschuB. 

Die hydrophilen Ankerfla'chen haben zweckmSftiier- 
weise Durchmesser zwiscben 100 und 500 Mikromerim. 
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solche von 200, 300 und 400 Mikrometern haben sich fur 
veischiedenartige Anwcndungcn aU gucstig erwicsen. 

Sind hydrophi/c Ankerbcreiche erzeugt, so ist das Auf- 
bnngen der ioncnaustauschenden Schichten nichi .allzu 
scbwierig. So kann beispielswcise Nation® in Lb'sung aufge- 
tragcn werden. DieLosung bildct auf den hydropbilen Ad- 
kem kJeine Tropfchen, die nach dem Verdunsren des La- 
sungsmittels je einen Nation-Film zuriicklassea. Es kann 
aber aucb ein KlebsiorT in ;U5sung aufgctragen werden, dcr 
nacb fast vollendetem Trockncn mil cinem. Pulver aus lo- 
nenaustauscbermaterial sari Gbcrstaubt wird. Wird ein Pul- 
ver init Pariikeln von etwa 5 bis 20 Mikrometer Durchmcs- 
scr fmcsh 1000) verwendct, so ergibt sich nach fesiem An. 



8 



to 



pettenspitze dcr Vielfaehpipette auf den Probcuirager pipet- 
ficrt, wie schemaiisch in Fig. I gczeigt; derDurehmcsser dcr 
Tropfchen hetrSgt dann etwa 1 bis 1,4 Millimeter. Gewdbn- 
Tich i.il. die Menge. der Prohenlosung in der Pipetten/jpitae 
durch ein Gasblaschen abgescblosscn, datier ist ira Kanai 
der Pipettenspitze anschlicBend keme Ldsung inehr vorhan- 
deo und die KontaktkraTfc zur byctophoben Pipettenspitze 
sind sear gering. 

Die Tropfchen, die im cntspannten Zustand Kugeln nut 
dca oben genannten Durchme$scm bilden. sind jetzt zwi- 
schco der Pipettenspitze und dem Prc^ntrager zusanuncn- 
gedruckt, wic aus Jig. la ersichtlich. Selbst bci einer hori- 
zon talcn FebUusticrting der Pipettenspitzen kSnnen die 



^?R^ Ckne ^ U ' >d V*5"? afl Sf f * gkicl> Wchen ihren jeweils zugeordneten hydropbiren Aake P : 

maBige > Beicgung. die cine bohc Aufnahmcfahigkeif fiir At 15 bereich erreiched und sich doit feuo, Beta Abbeben 



kaiiioneo baL 

Es ist auch .mtfglich, die Materialien direkt auf der hydro- 
philcn PUSchc au^upolymcrisicrcn. Auch hicr cHcichtcrt die 
Hydrophilie ein gleicbrnBRiges Auftragen. 

Die Tragerplatteo nut den ionenaustauschenden Ankerbc- 2Q 
rcichen werden zweckmaGigerwcise vor dem Beladcn rnit 
Ptobentropfchen konditioniert. Dazu werden sie zunachst in 
lejcht saurem Wasser (beispielsweise HC1) griindlicb gewa- ' 
schen, un) alio MctaJUoBcn zu entfemen und durch Proconen 
zu ersei^en. Danacb werden die Proionen durch Einlfcgen in 25 
erne Ldsung voti Amraoniurnchlorid moglichst vglbtandig 
dutch Ammotribinionen ersetzt. Die Art der Saure (hicr 
HQ) richtet sicJb nacb der Mctallunterlage, diesesoll selbst- 
vcrstandlich nicnt angegrifren werden. 



der Viel/achpipette vcrbleiben die Trflpfchcn auf dem Pro- 
bentrager, da sie dorr ihre Anker gefunden haben. Sie stelleri 
sich genau tlbc? die Aakcrbcroichc und nchmcn ibrc ideal 
mode Gestalt an, wie in Fig. lb dargesteUi, 

pic eintrockneDden Tropfchen Widen im Inneren wirbcl- 
artig starkc Flussigkeitsstramungen aus T die es mit sjch brin- 
gen, daB praktjsch alle MetaJlionen irgendwann zu den io- 
nenanstauschenden Ankerfiachen gelangen, wo sie begierig 
festgehalfen werden. 

Baim Einlrocknen hinterlassen die Tropfchen die Kri- 
stallkongiomeratc mit den Ptobenmolektilen cxakt auf don 
hydmpbilen Anterbereichen, wis in Fig- lc schematkeh zu 
sehen ist. Die brc^kcnfonmgen MALDI-Praparate haben 
daber wie gewunscht cine exakte Positiorderung an vorbe- 



Djc PtobeotrSpfcben werden normalerweise mil Hperten 3o karmterj Stellen, ihre GrdRe eutspricht den Fokusflachen der 



auf den ProbentrSger aufgebracbl, wie schematiscb in Fig. 1 
gezeigL Fur das glcicbzeiiigc Aufbringcn vieler Proben- 
tropfcheo-aus Mikrotiterplallei) werden Vlelfachpipetfen 
verweodet, die Vot) Pipettenrobolem in Pipettenautomaten 
bewegt wesrden.! Es ist daher gunsrig, ProbentrSgea- in der 
GroBe von Mikr^otiterplJitten zu verwenden und das Raster 
der hydrophilen:Ank.erbcreiche an das Raster der Mikroti- 
tciplatten an2uphssen. Bs ist weiterbin gunstig, wenn die 
Probentr5ger auCh die Form von Mikrotiterplatten haben, da 



to 



Lasers trahlen Sie bieten auBcrdem eine hohe Ausbeute an 
Analytionen, und siod somit in idealer Wcise fi)r cine auto- 
matiscb erfoigendc Analyse vorbcicitet 

Diese 'monolitischen Brocken zeigea Oberrascbender- 
weise eine sehr gute und von Brocken zu Brocket! jreprodu- 
zierbarelonisierung der eingebracbten Biomolektile. minde- 
stens gleich gut wie die mit Mtihe gesucliten gOnstigsten 
Stellen der bisherigen Praparationen. Die Adduktbildung 
mit AlkaJtiionen ist. deutlicb geringer;. meist gar nicbt mehr 



so 



sic dann von deri handelsObUchen Pipetiierrobotern bearbei- oo zu erkennen. Wabrscbeinbch sind die Aoalyfrnolektije m ci - 
I?V^ CD ^ no ^- P* iuf ^ Probentrager cine wesent- ' net frr den Desorptions- und IouisationsprozeB schr gunsti- 
ich bobere Probendichte erreight werden kann t als eg in Mi- ge» Lage an deu Korngrenzen der mikrokristallinen GefDge- 
kroatcrpbtten mogjjcb ist, kann das Raster auf dem Proben- struktur cingebetret. 

trager viel feitier-scin, als eVdcm Raster der ^Gkrotiterplatte Aus cin em Uropfchcn von 500Nanoliler Wumen, das ei- 
cntsprrcht Es kann beispiclsweise durch ganzzahlige Tei- 45 ncn Durcbmesscr von einera Millimeter bat, wird auf einera 
lung des Rasters' der M^titerplatten crlialten werden. Es hydropbileo Anker von 200 Mikrometer Durerimesser ei Q 

kleiner, flaclier Block von ebenfalla 200 Mikrometer Durch- 
messer geb.Udet. Dieser Durchmcsser entsprichi etwa dem 
.dcr Ublicbcrwcise benutzten Fokusftachen des LaserHcht- 
s tr ahles. Die cingesetzte Probe nrnenge kann daher ohne Bin- 
buBcn an Signal stark reduziert werden. Bine klassiscbc Pra- 
paration. auf hydropbilen FJacben wOrde hier emen Fleck- 
durchmesser von etwa z.wei Millimetern ergeben. 

Nattlrlich konnen die Tropfchen auch manuejH aufge- 
bracbt werden, wje es Ubcrhaupt vieie Verwendungsinog- 
Ijchkcitcn ftJrdie hier dargestellten Probcnm3ger gfbt, wie es 
jedem Facbmann auf dicsem Gebiet nacb dicsen Ausfuhrun- 
gco einleucbtend $ein wird. 
Aus Natur und Zielsetzung des Trocknungsvorgangs 
60 fblgt da(5 besiimmte Zusammensetzungen der Probenlo- 
simg zu vermciden sind. So ist eine Beimengung voo Ibnsi- 
den oder Detergenzj.en schSdHcb, weil dadurch eine Benet- 
zung der hydr^hoben Oberflache stattfinden kann, Auch 



konnen dann auf.einen Probentrager die Proben aus mehre- 
ren Mlaodterpldtten aufgebracht werden. Das Grundraster 
der Ur-Mikrodterplattc be.steht avs 96 kleinen GcfaBen m 
Raster von 9 Millimetern in einer Anordnung von 8 Reihen- 
mal 12 Spalten. I^ie Mikrodterplalten siod aber ohne VerHn- 
deruhg ihrcr GrolSte weiterentwickelc worden, modernc Aus- 
fiihningsfoTinerj zeigen 384 oder sogar 1536 MikrogefMe 
im. Raster von 4,5 und 2,25 Milltmetern. Dicse (und noch 
feinere) RastGimABe iassen sich auch ftir die ionenaustau- 55 
schendeji AnjcerWercichc auf den Probentragern einrichten, 
beispielsweise ei^ibt das Rasterma© von 1,5 Millimeter 
345<S Ankerbcreidbe auf ein em Tracer. 

Die Irorizontait Ortsgenauigkcit fur die Posdiionierung 
der V3elfachpipet^e^ liber dem horizontal liegenden Proben- 
trSger ist auf etwa^OO Mikrometer beschrankt. Die venikale 
Ortsgenauigkeit kann leicht durch seitliche Auflageflachen 
der Vjelfachpipetten und Ansclilagbolzen auf etwa 50 Mi- 
krometer verbessert werden. 



erne B eimenguog von solchcn organischeo Losemitteln, die 
Die Aufgabc dcr IVfipfchcn crfoigt zwcckmafiigcrwcisc, cine Bcnctzung hervorrufen. ist zu vermciden. Auch hicr ist 
wenn sich die "vWacbpipette im Abstand von 300 Ms 500 es jedem Pachmann nach daesen Ausfuhrungen verstand- 
Mikrometer uber; dem ProbentrSger befindeL Es werden Ucb, wic er das Verfahren dcr Proben vorberejtung und des 
etwa 500 bis 1500 NanoHter dcr Probenlosung aus jeder PJ- AufpipetrAerens vorzunehmen hat, un cine fehlerh afte Pro- 
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benauf gab© zu vermciden . 

Sowohl hydrophobe wie aucb hydrophiic Oberflachcn 
konnen bei langer L^gerung in Umgebungsluft ihre Benct- ' 
r.ungseigcnschaften durch Belegung der Oberflachen mil 
Verunrcimgungen aus der Lufl andern. Es ist daher zwcck- 5 
roSBig, die gui praparierren Probentrager irn Vakuuni Oder 
unter saubcrcrn Scbutzgas zu lagem. 

PatemansprUche 

10 

I. - Probentrager f(Jr die massenspektometrische Ana- 
lyse voo groBen organiacben Molekiiicn. die in TYdpf- 
chen eictes Losungsmittcls auf deo Probcntrager aufgc- 
bracht uod dort zusarncacn mit Matxixmatcrial fiir eine 
Ionisterung durcb raarrixtonterstutzte Laserdesorpdon is 
eingetrocknet werden, dadurch gekennzeichnet daB 
Sicb auf einer sonst hydrophoben, ebeoen Obcrflache 
dcs ProbcrKragcrs klcme ioncnaustauscbcndc Ankcrbc- 
rciche fur die aufzubringendeo Ptubentrbpfcheo befin- 
den, 20 

2. Probcntrager nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die ioneaaustauschenden Ankerberejcbe 
einen Durchmesser zwiscben 100 und 500 Mikrome- 
tern haben. 

3. ProbciiLrHger oath rincm der AnsprUche 1 oder 2, 25 
dadurch gekennzeicbnet, daB er in etwa die GrdBe uod 
Form etner Mikrotitexplattc bcsitzt und dafi die ioner> 
austauschsnden Aiikerbcrciche ein Raster bildeo, das 
dcm quadratiscben Grundraster von 9 Millimetern fiir 
die Ej nzeJgefaBe einer MxkrotiterplattE oder einem dar- 30 
aus durch ganzzablige Tfcilung entstandcncn feineren ' 
Raster cntsprichL 

4. Probcntrager nacb einem der Ansprucbc 1 bis 3, da- 
durcb gekeonzeichoet, daB in die ionenaustauschenden 
Ankerbereicbe ein Stutzgerust aus Mcisdlpulver einge- iH 
arbeitetist 

5. Verfahren zur Herstellung cincs Ftobentragers nacb 
einem der Anspruch e 1 bis 4 dadurcb gekennzckhneU 
daB zunachstcin Probcntrager mit hydropbober, ebener 
OberjfUcbe und hydropbilen Ankcrn bergesteUt wink AO 
und daB die hydcophilcn Anker durcb Aufbringcn von 
ianenaustauschcndern Material in iooenaustauschende 

- ObeifiBchcnberciche untgewande.lt werdeo. 
6\ Verfahren nach Ansprucb 5, dadurch gckcnnzeich- 
net, daB auf die bydrophtlen Ankerbcrciche Schichten 45 
aus lonenaustauscherpartikeJn oder - membra nerf auf- 
gcklcbt werdeo- 

7. Verfahren nach Ansprucb 6\ dadurch gekennzcich- 
oet, daB in die Schichten a as lonenaustauscbermaterial 
Metallpartikel eing&lagcrt werden. 50 



Hierzu 1 Seitefa) Zetehnungen 
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